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e 1-4)を用いた。 和1'核菌株は-800Cにて保存しであり 、その商株を解凍し7HllJ筆天培地にて塔養し、各々の
コロ=ー を採取しおのおの3mlの液体街地に3-4週間士音養し、増殖した結核菌を小川培地に再倍養した。 治
養した爵は、 0.75mlのO.lmmガラスビーズ入りのハッファー(0.3M Tris-HCL， O. 1M NaCL， 6mM EDTA)に溶解、
ボノレテックスし箇体を破砕した。5，000rpm，5分間遠心し k清を回収、フェノーノレーク口口フオ/レム法にて
しDNAを回収した。 1S6110DNA指紋パターン解析は、標準法で行った。 1S6110DNA指紋ノ4宇一ンが5本以下
の場合にサプタイピングとしてスポリコタイピングを行った。スボリ コタイピングは、製造者マニュアノレ
に従った。
Casell土、 RFP耐性蘭株であり、初回加療終了の後、再発した。初回治療時再発時の1S6110DNA指紋パター
ンに変化は認められなかったQ しかしながら個々にコロニ一分離した1S6110DNA指紋ノtターンにおいて、
全体には認められない少し異なるパターンをもっサブクローンが存伝した。この1S6110DNA指紋パターン
が異なる商株に対してスポリ ゴタイピングを行ったがパターンが同じ事より、パターンが異なる菌株は元
の菌株と問 由来株であると判断した。
Case2は、多剤耐性結核(MDR-TB)症例であり 、その経過中にrifampicinに対する感受性が低かったのが、高
くなり再び低くなった。 略疲から得られた結核菌をコロニ一分離する事無しに1S6110DNA指紋パターンを
経時的に行っても変化は認められなかった勺しかしながら、コロニ一分離を行って1S6110DNA指紋ノ《ター
ン解析を行うと、元になる1S6110凶A指紋ノミターンとは全く別の156110DNA指紋ノfターンを有する結核菌
を含む事が判った。 さらにこの菌株をスポリゴタイヒ。ングを行ってもパターンが異なっていた。また薬剤l
感受性も元の結核菌はrifampicin耐性であるが、もう一方の結核菌はrifampicin感受性であったので別の
菌の重複感染発病であると判断した。このことにより 、全体として1S611O別A指紋パターンが変化が無く
ても、異なる1S611ODNA指紋ノ号ター ンを有する菌株が含まれる場合があることが明らかとなった。 しかし
ながら量が少ないので全体として反映されない。
Case3と4は結核菌は、各々、多剤耐性結核とSM耐性結核である。略疾全体としての1S6110DNA指紋パター
ン解析では、経時的変化に伴い新たな付加バンドが出現し消失していった。これらの菌株に対して各々の
コロニーに分離した1S6110DNA指紋ノ〈ターン解析を行う と、全菌株においてバンドが付加されるのではな
く、新たな付加ノミント、を伴った結核菌サブクローンが出現し、その比率が時間経過とともに摺加すること
により全体としてのバンドに反映し、そして再び減少し消失することにより全休止しても消失した。
[総括]
DNA指紋ノ号ターンは感染時のクローンに由来するはずであるが、個々に分離したIS6110DNA指紋ノfターン解
析によると、その経過中に新たな株が感染し同時に発病している場合もある事が明らかになった。 また、
日客淡からの結核蔚株における1S6110DNA指紋パターン解析のバンドの変化が起とるときは、すへての菌株
がいっせいにバン ドが変化するのではなく 、新たに変化したバンドをもっ結核菌が出現し、それが全体の
中で数的優位を保つことにより全体としてのバンドに変化が見られるc この変化したバンドをもっ結核菌
が数的優位を保てないどきには全体と してのIS6110DNA指紋ノぐタ←ンは変化が認められない。また、全体
の1S6110DNA指紋ノ《ター ンは、その中に含まれる各々の1S6110DNA指紋ノ'5ー ンの合成像であるc したが
って、その中に1S6110DNA指紋パターンが異なる菌株が存在する場合は、測定試料に含まれる各々の菌群
の比率により全体としての156110DNA指紋パターンが変化する。したがって、資料中の結核歯の中に各々
異なる結核菌株が存在する 左き、資料中の結核菌の割合が変化するので施設聞の再現性の低ドの要閃とな
る。したがって、IS6110DNA指紋パターン解析はその指紋パターンが資料巾の菌の156110DNA指紋パダー
ンに依存するので広域データベース構築にその使用は適切ではない。
本研究は、各々に分離された結核菌のIS6110DNA指紋パターン解析ならびにセカンド空イピングとしてスポリゴタ
イヒaング解析を行ったものである。
IS6110 RFLP解析は、結核菌の感染経路解析に有用な手法であり、 その手法は、臨床検体由来からの結核菌株は、感染
時の単一の結核菌株から憎殖するとし寸仮定に成り立っている o IS6110 .DNA指紋パクーンはゆっくりではあるが変化
するが、以前に曙疾中の各々のコロ二ーに分離された結核菌のIS6110DNA指紋パターンおよびその経時的な変化を示
した論文は無い。
本研究によりDNA指紋パタ←ンは感染時のクローンに由来するはずであるが、個々に分離したIS6110DNA指紋パター
ン解析によると、その経過中に新たな株が感染し同時に発病している場合もある事が明らかになった。また、格疾か
らの結核菌株におけるIS6110DNA指紋パターン解析のバンドの変化が起こるときは、すべての菌株がし、っせいにハン
ドが変化するのではなく、新たに変化したパJ ドをもっ結核菌が出現し、それが全体の中で数的優位を保つことによ
り全体と しでのパンドに変化が見られる。この変化したバンドをもっ結核薗が数的優位を保てないときには全体とし
てのIS6110DNA指紋パダーンは変化が認められない。 また、全体のIS6lJODNA指紋パターンは、 その中に含まれる各々
のIS6110DNA指紋パターンの合成像である。したがって、 その中にIS6110DNA指紋パターンが異なる菌株が存在する
場合は、測定試料に含まれる各々の菌群の比率により全体としてのIS6110DNA指紋パダーンが変化する。したがって、
資料中の結核菌の中に各々異なる結核菌株が存在するとき、資料中の結核蘭の割合が変化するので施設問の再現性の
低下の要因となることが明らかになり、 IS6110DNA指紋バターン解析はその指紋パクーンが資料中の菌のIS6110DNA 
指紋パターンに依存するので広域データベース構築にその使用は適切ではないということをしめしたことから学位に
{直するものと言忍める。
